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Ripiegamento assistito da chaperoni molecolari 

Chaperoni Hsp70 
Chaperonine 

Intervengono in: 
Ripiegamento durante la sintesi 
Ripiegamento di proteine denaturate 
Trasporto attraverso le membrane 



Chaperoni 




[ Ci sono due tipi principali di sistemi di chaperoni 


Sistema 


Struttura/funzione 


Sistema Hsp70 
Hsp70 (DnaK) 
Hsp40 (DnaJ) 
GrpE (GrpE) 


Chaperoni singoli 
ATPasi 

Stimola I ATPasi 

Fattore di scambio del nucleotide 


Hsp90 


Funziona su proteine coinvolte 
nella trasduzione del segnale 


Strutture oligomenche (chaperonine) 
Gruppo 1 

Hsp60 (GroEL) Forma due anelli eptamerici 
Hsp10 (GroES) Forma una cupola 


Gruppo II 
TRiC 


Forma due anelli ottamerici 




HSP: Heat Shock Proteins 

Così chiamate perchè indotte da shock termico per ripiegamento proteine denaturate 
Famiglia di proteine presenti sia nei procarioti che negli elicanoti 
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Legano regioni idrofobiche durante il ripiegamento 
Controllano corretto ripiegamento utilizzando ATP 

Intervengono anche nel traporto di proteine con regioni idrofobiche, e nella 
disaggregazione di proteine danneggiate dal calore 



Hsp70 e Hsp40 & 




Hsp40 lega Hsp70-ATP lega Hsp70 

il substrato Hsp40 ♦ substrato idrolizza ATP 

Jt DnaK £ 

ré* & - 

GrpE Hsp40 Hsp70 
sposta ADP ò rilasciato si dissocia 





Hsp70 lavora con Hsp40, che stimola attività atp-asica di hsp70 
Ripiegamento dovuto a cicli multipi di associazione e dissociazione. 




Regioni idrofobiche causerebbero formazioni aggregati. 

Ripiegamento corretto viene gestito da chaperonine le quali tra l'altro hanno anche 
lo scopo di mascherare queste regioni idrofobiche, facilitando e accompagnando il 
corretto ripiegamento delle proteine. 
Detti chaperoni molecolari. 




Chaperonine formano struttura complessa che contiene diverse subunità 

Il "contenitore impedisce alla proteina di associarsi ad altre, man mano che viene 

ripiegata 




Hsp60 nota come GroEL in E. Coli. 

Se vi sono ripiegamenti errati multipi, il sistema delle chaperonine effettua un 
ripiegamento, rilascia la proteina, che viene di nuovo catturata per un nuovo 
ripiegamento, con consumo di ATP 




A volte i due sistemi intervenono in maniera sequenziale 
Prima hsp70, poi trasperimento a chaperonine hsp60 
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Proteine "disordinate" 



MBSM 
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BREAKINGTHE 
PROTEIN RULES 




Tumour-supressor protein p53 contains an ordered, globular domain (brown); its 
disordered segments (colours) help it interact with hundreds of partners. 



http://www.nature.com/news/2011/110309/full/471151a.html 



http://db.tt/ND80Gtc 




Proteine mal ripiegate, oppure danneggiate, vengono marcate per essere indirizzate 
a sito di degradazione, detto proteosoma 

La marcatura avviene utilizzando una piccola proteina, detta ubiquitina 

Marcatura singola ubiquitina può avere anche altre funzioni regolative 

Marcatura con più catene di ubiquitina (3 o 4) indirizza la proteina marcata verso la 

degradazione 



Ubiquitinazione 




MONO 


MULTI- 


UBIQUITYLATION 


UBIQUITYLATION 



POLYUBIQUITYLATION 



histone regulation endocytosis 



p rotea so mal 
degradation 



DNA repair 



Pattern diversi di ubiqitinazione possono avere funzione regolativa 
Poliubiquitinazione associata a degraazione 




Ubiquitìna molecola proteica di 76 aa, conservata tra gli elicanoti (solo 3 aa diversi 

fra lievito e uomo!) 

El attiva ubiquitìna 

E2 si carica con ubiquitìna attivata 

E3: prende ubiquitìna da E2 e la trasferisce sulla proteina da ubiquitìnare. E3 è 
ubiquitìna ligasi 



Ubiquitinazione 



La poliubiqultina è costituita da unita 
collegate tramite Lys 46 
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Figura 20 5 Struttura dell'ubi- 



Possibili sia più legami di singole ubiquitine a punti diversi della proteina da marcare 
Sia formazione di catene di ubiquitina (poliubiquitinazione) 
Legame fra C-terminale ubiquitina e Lys in posizione 46 dell'ubiquitina precedente 
(legame peptidico) 



Ubiquitinazione 



l utwqi»ftin«»on« comporta trasferimenti ««fiali 



La Gly C-temmale è uneia 

da un legame ttoestent a Cys su E1 




S- E1 



LaUga» E3 Ov 
trasferisce 
utxjmtma a t 
d« Lys ne* , 






lega ubiquitina a gruppo lisina sulla proteina substrato 



Ubiquitina-ligasi 

&4 ^4 

mé %à %4l 




Éi Mg iti < 



«3 c 
c c c 




Ubiquitina ligasi si attiva in seguito ad attivazione di un segnale di degradazione 
(fosforilazione, dissociazione, N-terminale) 
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Maggiore o minore ubiquitinazione dipende dalla presenza di motivi amminoacidici 
che rappresentano segnali di suscettibilità all'ubiquitinazione 

A seconda della presenza di questi segnali su proteine diverse, cambia la suscettibilità 
alla degradazione, e quindi anche l'emivita delle diverse proteine 



Small Ubiquitin-like Modifier (SUMO) 




f «Rura 20 9 Struttura di SUMO 
(A) Diaframma j nastro deNa 
struttura JD d« SUMO 1 
(■> RappfCvrnt«t(XV di i jprrtir* 
della struttura JO di SUMO-1 
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SUMO, altra proteina simile aH'ubiquitina (piccolo modificatore simile all'ubiquiti 
In mammiferi, identificati 4 tipi diversi di SUMO. Proteina lunga circa 100 aa 

Ruolo sumoilazione simile ad ubiqitinazione. Più frequente per proteine nucleari 
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Proteine possono essere contemporaneamente ubiquitinate e sumoilate 




Sumoilazione errata correlata a insorgenza di diversi tipi di patologie 




Proteasoma degrada proteine cellulari 

Lisosoma degrada proteine fagocitate dall'esterno 




Core 20S e regulatori caps 19S. Proteosoma 26S 

Core composto da circa 30 subunità proteiche, il cap o lid da 19. 




Proteasoma degrada proteine in frammenti peptidici lunghi 8-9 aa. 

Proteosoma produce frammenti proteici che, se di origine infettiva, vengono 
trasportati alla membrana attraverso molecole MHC di classe I 




Proteasoma degrada proteine in frammenti peptidici lunghi 8-9 aa. 



Proteosoma produce frammenti proteici che, se di origine infettiva, vengono 
trasportati alla membrana attraverso molecole MHC di classe I 
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Proteosoma 




Il substrato è sequestrato 
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Proteine nel lid/cap svolgono la struttura proteica utilizzando ATP 
Avviate verso camera di degradazione, ricoperta da proteasi 



Pathway di degradazione 




Arnaldi Benedetti, P»so*a, Pievani Biologia Molacolara Copyright 201 1 CE A Casa Ed**» Ambrosiana 




Proteosoma degrada proteine "vecchie", danneggiate, ma anche proteine mal 
ripiegate. 

Proteine mal ripiegate, se espongono regioni idrofobiche, se non vengono subito 
degradate possono formare degli aggregati, pericolosi 

Alcune patologie neurodegerative (alzheimer, morbo CJ) sono causate dall'accumulo 
di proteine mal ripiegate 
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Prioni 



HBONflMfclÉIM l'KOtein) 



Nomai protein 




More a helu lh*n P %heci 



Misfnldod pnurin 

c s ^ 

Mmnly P vhcct 



Prioo diMra 



• scripi€ (shccp » 

• bovine apongiform enccphaiopaLhy 

• iporadac Crcuufeldl-Jakob dittate 

• viriant Creutzfeldt Jakob disease 




Shattuck Lecture, Stanley Prusiner, NEJM 2001 344:1516-1526 
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1917 19*9 |W| 1999 1995 1997 1999 2001 2009 3005 

Figure 26.5 Humbtn of casti of BS£ ond vOO m tht UK. B$£ data from Wortd Organisation for Animai Meato. vUD 
data from UK National CJO Surveillance Untt 
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Figuri 26.3 Moótlfofpnon rtpikotion. Copta of tht normal prottin unfotd (A) and rtfold (B) into a form coirprnad 
mainly of shttt (snown in yciLow and blue), application may rtquiw a criticai 'sete* $»». Furtb*r reenjitment of 
mtsfotoed moteailes (C) or unfoidtd moleculas (D) then oca** as an irrewrsiW* proem. ftedrawn. wrtb permission 
front Annual Reviews and the auttot. ftom Collinge J. (2001) Annuol *t*tw of NturosovKt, 24, 519. 




49 




50 



Stabilità dei prioni 
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Figure 26.4 Inoctivation of two strains of scrapie 
phot) in an autoclave at 126 C Data from Somerville 
(2002) Trends In Biochemical Sciences, 27, 606; 
Reprinted by permìssion of Elsevier and the author. 
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Altre amiloidosi: (32-microglobulina 






ii «elS 



7810 Biochemutry, Val. 43. No. 24, 2004 vou.«*u . , , *4i«.«i imuumi * «oucii*t 

B /il 




Beta2microglobulina, catena leggere che si associa d HLA-A, -B e C, per la 
presentazione di peptidi alle cellule T (immunità cellulare) 

In pazienti in dialisi, la beta2m si deposita sotto forma di fibrille amiloidi, sopratutto a 
carico di tessuti ricchi in collageni come la cartilagine 
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Proteine prodotte da ribosomi liberi, diffondono e si localizzano grazie a segnali 
Proteine associate a membrane rimangono legate, passano nel ER e poi nel golgi 



Trasporto 
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Regione segnale 




Le proteine sono localizzate grazie a brevi segnali 
















Organetto 


Posizione 
del segnale 


Tipo 


Lunghezza 
del segnale 


Mitocondrio 


N-termmale 


Elica antipatica 


12-30 


Cloroplasto 


N-termmale 


Carico 


>25 


Nucleo 


Interna 


Basico o bipartito 


4-9 


Perossisoma 


C-termmale 


Breve tetrapeptide 


3-4 




Proteine libere, hanno segnali di localizzazione 

Proteine associate a membrane sono quelle neosintetizzate sull'ER, e le uniche che 
possono passare nel Golgi 



Trasporto citosol-nucleo 

citosol 





50 nm 



Q 



dimensioni delle 
proteine che entrano 
nel nucleo per 
diffusione libera 



dimensioni delle 
proteine che entrano 
nel nucleo per 
trasporto attivo 
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Trasporto citosol-nucleo 




proteina da proteina da proteina da 
trasportare 1 trasportare 2 trasportare 3 

& OS « 



recettore di 

importazione 

nucleare 

(A) 

proteina da 
trasportare 4 



(B) 




segnale di 

localizzazione 

nucleare 

proteina adattatrice 
di importazione 
nucleare 




Per attraversare membrana nucleare, necessaria sequenza NLS (nuclear localization 
signal). 

Sequenza analoga, detta NES (nuclear export signal) permette il trasporto dal nucleo 
al citoplasma 



Altre proteine, richiedono interazione con importine (citoplasma nucleo) o con 
esportine (nucleo citoplasma) per il trasporto attraverso la membrana nucleare 
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Trasporto citosol-mitocondrio 



I sanali gracchici funztooano in modo indip«ndtWi 




Mitocondri hanno due membrane 

Recettori presenti sia su membrana esterna che su quella interna 
TOM: membrana esterna (Transporter Outer Membrane) 
TIM: membrana interna (Transporter Inner Membrane) 



Trasporto citosol-mitocondrio 




INSERZIONE NELLA 
MEMBRANA DA PARTE 

deta proteina DEL COMPLESSO TOM 

Mqutn 

Ugnati 



TOM 



RICONOSCIMENTO 

proteina recettore 
nel complesso TOM 




membrana mitocondriato esterna 
membrana mitocondnate interna 

crrosoL 



TAGUO 
T1M23 PARTE DELLA 
PEPT1DASJ 
DEL SEGNALE 



TRASLOC AZIONE 
NELLA MATRICE 



T 




proteina 
y mitocondri ale 



IMM 





Passa attraverso due trasloconi, uno p' resente su membrana esterna (TOM) e uno 
membrana interna (TIM) 

Proteina può restare su membrana esterna, entrare nello spazio fra le due 
membrane, oppure essere indirizzata nella matrice del mitocondrio 



Complesso TOM 



Il complesso TOM si trova nella membrana esterna 
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Mitocondrio: due vie di importazione 



Ci sono due vie di importazione nei mitocondri 




TOM 



ClTOSOL 



T>m9-10 0 ^ ^fer*n8-13 

m ^ mtermembrana 




mmi « 




Tim17-23 




Tim22-54 Matrice 
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Complesso Tim (detto anche complesso di scorta) accompagna le proteine da 
trasportare dall'uscita di TOM all'ingresso di TIM, nello spazio fra le membrane 
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Trasporto citosol-mitocondrio 




I sognali d< indirizzamento mitocondnale sono N-terminaii 



Inizio 

r.' • leu Bi Le 

<C^S egnale 



Idrofobico 



Polare 



Basico 



r«gl o 



|Gin Sor 



.\ i Thr Arg r hr ttU . Sor S*r AfQ V I 



d« indirizzamento alia matrice 
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Trasporto citosol-mitocondrio 



Un leader mitocondnale contiene due segnali indipendenti 



Inizio 

Regione leader canea per I indirizzamento 

ai mitocondri 
♦ + + ♦ 

Phe Sei Asn Leu Ser Lys Arg Trp Ala Gin Aflf) Thr ■ Ser Lys 



Ser 



I n Leu Lys Jy Ser Lys Ser Ala Ala Gly Thr Ala Thr Ser Tyr | 



Giù 



Taglio 1 



Leu Val Thr Ala Gly H Ala Ala Ala Gly M Thr Ala Ser Thr Leu Leu Tyr Ala 



Regione leader continua priva di carica che indirizza 
alla membrana interna 



Taglio 2 



Ser 

Thr 

Ala 

Ala 



Trasporto citosol-mitocondrio fer 


X 1 




3 1 


\Jjlr 
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Comincia traduzione. Riconoscimento sequenza segnale da parte di SRP (particella di 
riconoscimento del segnale) 

Porta ribosoma e proteina in fase di traduzione, a livello della membrana del reticolo 
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Proteine membranarie 





FIGURA 10.10 Orientamento delle proteine di membrane Le proteine trite* 
membrana attra ventano la membrana con regioni a-etica di 20-23 amminoacidi che pò» 
sono essere inserite con diversi orientamenti. Le due proteine al centro e a sinistra della 
figura attraversano la membrana una sola volta, ma il loro orientamento è diverso; men- 
tre la prima ha rivolto sul lato citosolico il terminale carbossili co (C), l'altra ha il termina- 
le amminko (N). A destra è rappresentata una proteina che ha più regioni di attraversa- 
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Due tipi di glicosilazione 

N-glicosilazione: legame attraverso N di aspragina. Avviene nel reticolo 
endoplasmatico 

O-glicosilazione: avviene nel golgi, legame a 0 di serina e treonina 
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Glicosilazione 

NON RIPIEGATA 




rfPLETO RIPIEGATA IN MOOO NORMAl E 



fS è A ofcg w oca n d» 

\ i A I A togato** 



TAGLIO DEL 
GLUCOSIO 



membrana deH'ER 




LUME OBITO 



CITOSOL 




90 



Degradazione proteina mal ripiegata 







traslocatore di proteine datfER 
icomplesso Sec61) 
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